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第 1章序章
1-1 緒言にかえて
ATP合成酵素 (F1FoATPase)は真核生物のミトコンドリア内膜，葉緑体の
チラコイド膜原核生物の細胞膜などに普遍的に存在する膜タンパク質であり，
細胞の消費するATPの大部分を合成している。このATP合成のメカニズム(酸
化的リン酸化)について， 1961年， Mitchellによりある仮説が提案された。す
なわち，電子伝達系がプロトン(H+)を膜内から膜外へ輸送し，膜内外にH+の濃
度差および電位差(プロトンの電気化学的ポテンシャル)が形成され，このポ
テンシヤノレが直接の，駆動力となり， H+の膜内への流入と ATP合成が共役すると
いうものである (1)0 この説は化学浸透圧説と呼ばれ，今日では広く 一般的に
認知されているが，当時は，酵素が膜内外のイオンのポテンシャルを利用して
エネルギー的にみて進みにくい化学反応を進行させてしまうという考えになじ
みがなかった。この仮説が真剣に検討される契機となったのは，酸ーアルカリ
変化で葉緑体が暗所でも ATPを合成できるという Jagendorfの実験で、あった
(2)。またKagawaとRackerは，ミトコンドリアからATP加水分解活性を持
つ膜タンパク質複合体を分画してリポソーム膜に組み込み， ATPの加水分解に
より H+が輸送されることを示した(3)。こうして，Mitchellの仮説は実証され，
彼は 1978年度のノーベル化学賞を受賞した。そして， ATPの合成/加水分解
と膜を横切る H+の移動を共役させる酵素としてATP合成酵素は注目された。
しかし， Mitchellの説はATP合成の原理を述べたもので，酵素の動力学的性
質にまで言及したもので、はなかった。このため，化学浸透圧説が承認されたあ
とATP合成の動力学的問題についてその説と矛盾するというデータが多くの研
究者から出された。動力学的研究においては酵素の性質，酵素量，活性調節機
構など多くの問題が検討されなければならないのは当然であるが，結論から言
えばこうした点が検討されないままに生のデータが勝手に解釈され混乱を生じ
たといえる(後述)。本論文は酵母ミトコンドリアを使って ATP合成酵素の性
質等を丹念に調べた結果， Mitchell説には変更を加える必要がないことを確認
した上でミトコンドリアのATP合成機構についてあらたにいくつかの知見を与
えるものである(第2，3章)。このATP合成機構は内在性ATPaseインヒビタ
ータンパクの活性制御機構の研究において得られたものであり， ATPaseインヒ
ビターはATP合成には関与しないことが明らかになったが，細胞レベルで、その
生理的役割が見えてきたので(第4章)，それも含めそれらを簡潔に述べる。
( 1 ) ミトコンドリアでは呼吸量の増減に対応して FIFo分子がそれに対応
したATP合成をするが，F1Fo分子は呼吸酵素に比べて大量に存在し，
実験室レベルの呼吸量では休止している分子が存在する。呼吸の変化
に対応して変化するのはF1Fo自体のターンオーバー数で、はなく ATP
合成に参加する F1Foの分子数である。
(2) F1Foは可逆的な酵素で，膜ポテンシャルが一定のレベル存在すると
ATPを合成し，膜ポテンシャルが関値以下になると ATPの加水分解
側に反応を進行させ膜ポテンシャルを回復する。関値は160"'-'170mV
付近にある。
( 3 ) 呼吸が増加すれば膜ポテンシヤルが上昇する傾向になるが，この傾向
はそれまで休止していた F1FoがATP合成に参加することにより解
消される。呼吸が減少すると膜ポテンシ、ヤルが低下する傾向になるが，
この傾向はそれまで活動していた F1Foが ATP合成を停止させるこ
とにより解消される。このため，ミトコンドリアは呼吸量に関係なく
一定の膜ポテンシャル (160"'-'170mV)を維持すると説明できる。
(4) 呼吸が半減して ATP合成が半減するケースで膜ポテンシャルが変化
しないことからお1:itchellの化学浸透圧説が誤っているという Sorgato
の主張は正しくない。膜ポテンシャルが変化しないのは ATP合成に
参加する F1Foが半減したためであり，単位F1FoあたりのATP合成
量は不変で、ある。
(5) ATPaseインヒビターはATP合成についての休止型F1Foに結合する。
休止型F1FoはATPaseインヒビターが結合していれば膜ポテンシャ
ルが何らかの原因で、関値以下になった場合でも ATPを分解すること
はない。
(6) ATPaseインヒビターの存在により，呼吸停止時のATP分解が抑えら
れた。それにより膜ポテンシャルの回復は見込めない。この作用はミ
トコンドリアレベルで、はなく，細胞レベルにおいて膜ポテンシャルの
維持を犠牲にしてまでもミトコンドリア内 ATPを保存することによ
り生存率の向上，さらに呼吸欠損変異発生を抑える働きをもっ。
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1-2 酸化的リン酸化
生物が摂取したグルコースは解糖およびクエン酸サイクルの酵素で完全酸化
される。ここで生じる 12対の電子は直接 02の還元には使われない。解糖およ
びクエン酸サイクルの諸酵素の反応で NAD+，FADの補酵素に与えられ，
NADH2とFADH2を生成する。この NADH2とFADH2は電子伝達系に入り再
酸化され，そこで生じた電子は電子伝達系を経て ~02 を H20 に還元する。この
過程で H+はミトコンドリアからくみ出され，その結果生じた H+の電気化学的
ポテンシャルを利用して ATP合成酵素がADP+Piから ATPを合成する (Fig.
1)0 
???? ?
ミトコンドリア
外膜
ミトコンドリア
内膜
Fig.l.酸化的リン酸化の一般的なモヂル
1-2-1 電子伝達系
ATP生産に必要なエネルギーはNADH2とFADII2を電子伝達系で酸化するこ
とにより得られる。電子伝達系路は4種の呼吸鎖複合体および補酵素 Q(CoQ， 
ユビキノン)，シトクロム Cより構成されている (Fig.2) 0呼吸基質として NADH
を用いた場合，複合体 1(NADH-CoQレダクターゼ)によりまず酸化される。
これにより生じる電子はCoQ→複合体ill(CoQー シトクロム Cレダクターゼ，
シトクロム bCl複合体)→シトクロム C→ 複合体N(シトクロム cオキシダ
ーゼ，シトクロム aa3)の順に受け渡され，最終的に 02をH20に還元する。呼
4 
吸基質にコハク酸を用いた場合，クエン酸サイクルのコハク酸デヒドロゲナー
ゼ、によって酸化され，その際生じた電子は FADに渡され FADH2を生じる。こ
のFADH2から複合体n(コハク酸一一CoQレダクターゼ)によって CoQへ電子
が渡され，以下， NADH呼吸と同じ経路をとる。なお，酵母の電子伝達系には
複合体 Iが存在せず， 2種類の NADHデヒドロゲナーゼが存在し NADH呼吸
ではミトコンドリア内膜の外側に突出しているNAJ)Hデヒドロゲナーゼによっ
て電子が授受され，エタノール呼吸では内膜の内側に突出している NADHデヒ
ドロゲナーゼによって電子が受け渡しされることがわかっている (4)0電子伝
達系を電子が流れる際， H+がミトコンドリア内から外へくみ出され， ATP合成
酵素が駆動する O
細胞質側
マトリクス側
bC1 
複合体
シトクロムc
aa3 
複合体
02/ヘ、
H20 
Fig.2.電子伝達系における呼吸鎖複合体と電子の流れ.電子の流れを矢印で示す.
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1-2-2 ATP合成酵素
ATP合成酵素は分子量約 50万の巨大膜タンパク複合体であり，膜中に存在す
るFo部分と膜の外に突出している F1部分からなる。このことから， ATP合成
酵素は F1FoATPaseとも呼ばれる (Fig.3) 0 
F1部分は ATP合成/加水分解の触媒部位であり，分子量は約 38万， Foか
ら分離するとそれ自体ATPase活性を示す。 F1は化学量論的にα3s3γoEの
5つのサブユニットで構成されており， γの周囲をαと8が交互にオレンジの房
のように取り囲んだ形をとる。また， 3ヵ所のαと8の境界面にヌクレオチド結
合触媒部位が存在する。
Foは分子量約 10万の膜貫通タンパク複合体であり，プロトンチャンネルと
して機能している。基本的な大腸菌の Foは化学量論的に ab2c10の3つのサブ
ユニットで構成されている。ミトコンドリアの Foはもう少し複雑で、あり， F6 
タンパク (5)，オリゴマイシン感受性タンパク (QSCP)(6)，サブユニット d，
f (7)， h (8)， (9)， A6L (7)などが存在する。
1997年， Nojiらは F1がγサブユニットを中心に触媒反応に伴って物理的に
回転しているところを観察することに成功した (10)。すなわち， F1FoATPase 
は地上最小のモーターである。この F1Foの回転は 1980年初期から予想されて
いた。 Boyerの交代触媒説によると， ATP合成の場合， F1の3ヶ所の触媒部位
はADPとPiを弱く結合した状態， ADP + Piあるし、はATPを強く結合した状
態， ATPを弱く結合した状態の 3状態を順にたどっていくとされた。 ATP加水
分解の場合はこの逆をたどる。そしてこのとき， 3ヶ所の触媒部位が平等に役割
を交代するために，その中心の γサブユニットが Fl中で回転することが仮定さ
れたのである O この回転説は数々の状況証拠により支持されてきたが，回転が
実際に観察されたことはなく， Nojiらの研究は画期的なもので、あった。
また最近，F1とFoは2つの軸で、連結されていることが報告された(11，12) 0 
主軸はγとεで構成され， α-sの六量体の中心を回転しており，第二の軸は
bと8で構成され aと関連して α-s六量体を支えた形をとっている (13，
14)。さらに lnVIVOでは F1Foが二量体として存在している可能性が指摘され
(15) ，その二量体サブユニットとして e (16， 17)， g (18)， k (15)など
が報告されている。
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Fig.3.酵母ミトコンドリアFIFoATPaseの構造.現時点でその所在場所が不明確なサブユニットは省略した
AI はATPaseインヒピタータンパクの略.
1-3 ATPaseインヒビタータンパク
ATPaseインヒビタータンパクは， 1963年PullnlanとMonroyによって牛心
筋ミトコンドリアから初めて単離された (19)0 当時の生化学者は酸化的リン酸
化と，次々に発見される酵素複合体の触媒作用を関連づける研究に着手したば
かりであったため， ATPaseインヒビターの発見は， 1963年当時ではそれほど
重要視されていなかった。この新しく発見された ATPaseインヒビターは
ATPaseを阻害するタンパクであることが非常に簡単な実験でわかったため，そ
れほど生化学者を刺激するには至らず，それゆえ， ATPaseインヒビターが
F1FoATPaseの基本要素として再調査されるまで 7年もの歳月を費やしたこと
は驚くべきことではない (20)0 それから，ミトコンドリアのエネルギ一転換に
おける ATPaseインヒビターの役割の研究が始まったのである (21)0 
ATPaseインヒビターは牛心筋ミトコンドリアから単離された (19)のを契機
に，その後ラット肝 (22)，ラット骨格筋 (23)，酵母 (24，25， 26)などのさ
まざまな真核細胞ミトコンドリアから単離，精製された。分子量は約 7'"'-'12 kDa 
の小タンパクであり，酸や熱に対して比較的安定である。現在ではぷ cereV1S1ae
(27)， Candida utijis (28)，牛心筋 (29)，ラット肝 (30)のATPaseインヒ
ビターの一次構造が決定されている (Fig.4) 0 その一次構造はよく保存されて
おり， IJ甫乳動物間では約 70%，日甫乳動物と酵母では 400/0が相同である。このタ
ンパクはATPとMg2+の存在下で，精製された F1もしくは F1Foと1 1のモ
ル比で、結合し，その活性を完全に阻害する (26，31)0 
1970年， Asamiらの先駆的な研究により， ATPaseインヒビターはコハク酸
による NAD+還元反応や， NAD+-NADPHトランスヒドロゲナーゼ反応のよう
な ATP依存エネノレギー輸送反応を阻害するものとして報告された。それゆえ，
F1-ATPaseの一方向のみの調節因子，すなわち，酸化的リン酸化の問ATP合成
は阻害しないが， ATP分解反応を阻害する因子であると考えられた (21)0 一方
向のみの反応を阻害するという酵素学的に奇妙な性質を説明するため， Van de 
StadtらはATPaseインヒビターの結合した弱し、ATPase活性の亜ミトコンドリ
ア粒子 (SMP)を用い，呼吸速度を上昇させると活性化されることを発見し，
このことから， ATPaseインヒビターはミトコンドリアの膜ポテンシャルを感知
し，この膜ポテンシャルが存在している聞は F1FoATPaseがATPを合成できる
よう F1FoATPaseから解離していると提案した (32)0 すなわち，ミトコンド
リアの電子伝達系が働き， ミトコンドリアの膜ポテンシャルが上昇し， ATP合
成が可能な電位になると， ATPaseインヒビターは F1FoATPaseから解離し，
ATP合成が行われる。逆に膜ポテンシャルが消失し， F1FoATPaseによる ATP
合成ができなくなり， ATP分解が起こる条件では， F1FoATPaseに結合し， ATP 
8 
の無駄な分解を阻害するというのである。
実際ATPaseインヒビターの FIFoATPaseからの解離機構については数多く
の研究がなされており，あらかじめ外部から ATPaseインヒビターを添加して
おいた SMPは酸化的リン酸化が可能であること (33)や，放射ラベルした
ATPaseインヒビターをもっ SMPを活性化させると， ATPaseインヒビターの
解離と ATPase活性が平行して増大したこと (33，34)などから， Van de Stadt 
の仮説は直接的観察によって確かめられた。また， FlとATPaseインヒビター
の親和性は膜ポテンシャルに依存しており， ATPaseインヒビターが
FIFoATPaseから解離しているときのみ FIFoATPaseはATP合成/分解のど
ちらにも機能することが報告されている (35)0 しかし，これらの実験で用いら
れた SMPには内在性のATPaseインヒビターが含まれており，行われた実験条
件下では， SMPを活性化しでも多量のATPaseインヒビターが解離せず膜に結
合したままであること (35)など， ATPaseインヒ 1ビターの作用は明快に説明さ
れたわけで、はなかった。また脱共役剤で膜ポテンシヤルを完全に消失させるま
ではATPase活性は最大に活性化しない (33)。このように，膜ポテンシャルが
存在し， ATP合成が十分可能な状態での ATPaseインヒビターの行動について
はいまだ決定的に解明された段階には至っていないのである。
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Fig.4. 牛心筋，ラット肝， C. utilis，およびS.cereげSl託。のATPaseインヒビターのアミノ酸一次配列.
1-4 酵母F1FoATPaseの活性調節因子
F1-ATPaseとATPaseインヒビターはATPとlVlg2+存在下で、結合可能で、ある
と同時に， ATPとMg2+を除くと徐々に解離する。これとは対照的に，ミトコン
ドリア膜に存在したままの F1FoATPaseは不活性であり， ATPとMg2+を除い
ても活性化されない。すなわち， F1FoATPaseとATPaseインヒビターは常に
結合しており，さらに，この複合体を安定化させる別の因子の存在が示唆され
るoHashimotoらは実際に酵母ミトコンドリアから ATPaseインヒビターと
F1FoATPaseを安定化させるが， F1との複合体は安定化させない 2つの因子を
発見した (36)。これらは，電気泳動による分子量の違し、から 9Kタンパク， 15K
タンパクと名づけられた (37)。この 2つのタンパクは F1のサブ、ユニットであ
る6および E とも全く違うことが証明され，決定されたアミノ酸配列によって
も区別されることが判明した (38)0ATPaseインヒビターと 9Kおよび 15Kタ
ンパクのアミノ酸配列は相向性が高い (39，40) 0特に酵母のATPaseインヒビ
ターと 9Kタンパクはともに 63アミノ酸残基からなり，そのうち 31残基が相
同であり，二次構造も非常によく似ている (41)0また 15Kタンパクとも C末
端領域で特に相向性が高い (Fig.5) 0 ATPaseインヒビターと 9Kおよび 15K
タ-ンパクはミトコンドリア内の F1とF1: ATPaseインヒビター:9K: 15K= 
1 111のモル比で、存在し，ミトコンドリア膜において F1FoATPaseと
複合体を形成していると考えられている (38)0 
1-4-1 9Kタンパクの働き
9KタンパクはATPとMg2+の存在下，invitroでF1と1:1で結合でき (42)， 
みかけの解離定数は 3.7X10・6Mであり， ATPaseインヒビターとは区別できる
(4.2X 10・6M)oATPaseインヒビターはF1の活性を完全に阻害するのに対し，
9Kタンパクは ATPaseインヒビターの約 60%程しか阻害しない。興味深いこ
とに，9Kタンパクと ATPaseインヒビターは競合的にF1の同じ部位へ結合し，
また，最初に結合したものは他のものには置き換わらない。すなわち， F1と9K
タンパクの複合体は ATPase活性が残っているが，そこに ATPaseインヒビタ
ーを添加しでも ATPase活性は阻害されない。逆に ATPaseインヒビターの結
合で完全に阻害されたATPase活性は，9Kタンパクの添加でも活性化されない。
このことは， 9Kタンパクが ATPaseインヒビターと F1の結合安定化因子であ
ることに矛盾するようにみえるが， 15Kタンパクの働きを考慮するとこの問題
は解ける。
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Fig.5. 酵母S.cereげSlaeのATPaseインヒビター ， 9Kタンパクおよび15Kタンパクのアミノ酸一次配ヲ1.
1-4-2 15Kタンパクの働き
15Kタンパクは F1FoATPaseとは結合するが F1には結合しない。また，
F1FoATPaseと15Kタンパクの結合は 1 1のモル比であり，その解離定数は
1.4X10・5Mである (43)0 15Kタンパクは F1FoATPaseに結合するが阻害活性
はない。 ATPaseインヒビターと 9Kタンパクは FIFoATPaseへ競合的に結合
するが， 15Kタンパクの存在で両タンパクとも結合できるようになる。しかし，
複合体の ATPase活性は先に結合した方の ATPase活性が反映される。すなわ
ち， F1FoATPaseの触媒部位にはATPaseインヒビター， 9Kタンパクどちらも
結合でき， 15Kタンパクは結合しなかった方のタンパクをつなぎとめておく機
能を持っと考えられている。
1-5 化学浸透圧説に対する論争点
1980年， Sorgatoらが牛心筋ミトコンドリアを用いた実験で興味あるデータ
を示した (44)0 ミトコンドリアのコハク酸呼吸を，その競合阻害剤であるマロ
ン酸添加により呼吸量を約半分に低下させた。その際のATP合成活性は呼吸量
に依存して約半分にまで低下したが，膜ポテンシャルの値は変化しなかったと
いうのである (Table 1) 0 Mitchellの化学浸透圧説によると，膜ポテンシャル
がATP合成の直接の駆動力であると仮定されているため， ATP合成値と膜ポテ
ンシャル値が平行しない事実は矛盾するというのである。そして，酸化的リン
酸化のメカニズムにおける化学浸透圧説の訂正を求めたので、ある。
この矛盾を解くためのいくつかの研究が報告されている。Mitchellの化学浸透
圧説が発表されたのと同時期に全く別の酸化的リン酸化の機構がWilliamsによ
Table 1 呼吸速度とATP合成，膜ポテンシャルの関係
マロン酸呼吸阻害度 ATP合成 膜ポテンシャル
+ 
(%) (μmol/min/mg pro1:.) (mV) 
44 
0.083 
0.041 
185 
185 
Sorgato， M.C. et al. Biochem. J. 188， 945-948 (1980) 
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って発表されている (45)0 これによると，電子伝達系で産生された H+が膜外
へ輸送されず，膜内で局在化しており，これが直接 ATP合成に関わるとしづ。
この説は，プロトン局在化説 (protonlocalized theoη) として知られている
(Fig. 6) 0 また， ATP合成が膜ポテンシャルとは関係なく呼吸速度によって直
接調節されているという (A) (8) 
研究もなされている (46)0 
しかし，これらの説も 勝沼野謂量....--"...#"，r 臨艦砲剥-.，ATP 
げ
ADP+Pi 
tr 
Sorgatoのデータと化学浸
透圧説の矛盾を解明する
には実証的根拠に乏しく，
データをそのように解釈
すればよいという程度の
ものであり，本質的な点で
Fig.6.化学浸透圧説 (A)とプロトン局在化説(B)のモデル
の解決を見ないまま今日に至っている。
1-6 ATPaseインヒビターがこの矛盾を解くカギになるか
Sorgatoらの研究では， ATP合成中のミトコンドリア内では F1Foが全て活
性型，すなわち膜ポテンシャルが存在する聞はミトコンドリア内の全ての F1Fo
がATPを合成している状態にあることが前提となっている。この考えは当然の
こととして受け止められ今日まで異論がなかったが，これが実際に実験的に確
かめられたという事実はない。もしATP合成に参加する F1Foの量が呼吸量に
応じて変化するならば， 一定の膜ポテンシャルにおける ATP合成量の低下とい
うSorgatoの報告が化学浸透圧説との矛盾なしに説明できる。この活動型F1Fo
量を制御している factorとして ATPaseインヒビターがもっともよい候補にな
るところであるが，過去の研究者により， ATPaseインヒビターは ATP合成は
阻害せず，膜ポテンシャルが消失するまでは F1Foに結合しないと報告されてい
る (21，32， 33， 47) 0 それゆえ，このことをそのまま受け入れるならばATPase
インヒビターが酸化的リン酸化中(これを state3状態という)，活動型 F1Fo
量を調節していると考えるのは困難となる O ところが 1982年， Sanchez-
Bustamanteらは次のような報告を提出した (48)。彼らは ATP合成中のミト
コンドリアから F1Foを抽出し，そのATP分解活性を測定したところ，約 50%
のF1FoはATPaseインヒビターを結合していること，また， ADPから ATPを
合成し尽くし，なおかつ呼吸基質が存在して膜ポテンシャルが高レベルで維持
されている state4状態に移行しでも， ATPaseインヒビターを結合している
F1Foは約 200/0残存しているというのである。すなわち，このことは， ATPase 
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インヒビターがミトコンドリアの膜ポテンシャルが消失して初めて FIFoに結
合するのではなく，正常に活動しているミトコンドリアにも一部はFIFoに結合
していることを意味しているO これまでミトコンドリアの膜ポテンシャルが失
われてから ATPaseインヒビターが結合するようにいわれたのは，脱共役剤を
用いて完全に膜ポテンシャルを消失させる実験しか行っていなかったからであ
る。膜ポテンシャルが消失した時にATPaseインヒピターがFIFoに結合するの
は事実だが，このことから膜ポテンシャルが存在する聞は結合しないという考
えは強引な結論で、あった。残念ながら Sanchez-Bustamanteらは彼らの発見の
本質に気付かず，ただ実験データを述べるにとどまっているのである。
このことから， ATP合成中のATPaseインヒビターの挙動について再調査す
る必要性が起こった。 Sorgatoの実験では，呼吸量を半分に低下させたのみであ
ったが，本研究で、はマロン酸添加量を広範囲で、変化させることにより呼吸量を
段階的に減少させ，その際の ATP合成能，膜ポテン〆シャル値およびATP分解
能を調査した。 ATPaseインヒビターの役割をはっきりさせるため， 2つの安定
化因子 9K，15Kタンパクを含めた 3因子を全部，あるいはその組み合わせで遺
伝子的に欠失させた変異酵母を作製した。そして， リン酸化能を野生株と比較
することにした。本論文では，その結果提案される FIFoの2つの型の存在，
および ATPaseインヒビターの生理的役割，さらに種によって異なる ATPase
インヒビターの存在意義について言及する。
1 5 
第 2章
ATP合成と膜ポテンシャルの関係
1 6 
第 2章 ATP合成と膜ポテンシャルの関係
2-1 はじめに
2-1-1 本論文で使用する酵母菌種
酵母ミトコンドリアの ATPaseインヒビター 9lCタンパクおよび 15Kタン
パクの遺伝子は核の DNAにコードされており相同的組み換え法により欠失さ
せることが容易に行える (49，50)。本実験で用いた野生株および活性調節 3因
子を欠失させた酵母の遺伝子型を表記しておく O
野生株:DKD-5D (a trpl1eu2 his3J 
3因子欠失株:Tl (a trpl leu2 his3 inhl ::TRPl stfl' ::LEU2 stf2:.万18m
また，同様の手法により作製された， ATPaseインヒビターと 9Kタンパクを欠
失させた酵母W1，ATPaseインヒビターのみを欠失させた酵母 D26，9Kタン
パクのみを欠失させた酵母905-L1，9Kタンパクと 15Kタンパクを欠失させた
酵母905・1も比較として用いた。
これらの酵母は，グルコース培地 (1% Yeast extract， 1 % Polypepton， 1 % 
Dextrose) ，乳酸培地 (1% Yeast extract， 1 % Polypepton， 2% Lactate-Na， pH 
4.0) およびガラクトース培地(1 % Yeast extract， 1 % Polypepton， 1 % 
D-( + )-Galactose)での成長に差異がみられないことがすでに確認されている
(49) 0 
2-1-2 各酵母ミトコンドリアの酸化的リン酸化能および呼吸調節能
乳酸培地を用い 対数増殖期で成長している酵母細胞から Daumらの方法
(51)によりミトコンドリアを調製した。この方法により，酵母細胞約 20gか
らミトコンドリア約50mgが調製可能である。得られたミトコンドリアは0.6M
ソルビトール溶液 (pH7.4)に分散し， Lowη らの方法 (52)でタンパク定量
を行い 10mg/mlに調整後，液量が 1cm以上厚くならないようにして OOC保存
した。なお，長期間保存するとミトコンドリアの呼吸活性等が著しく低下し，
実験中に性質が変わって正確な比較が困難になる ことが考えられるため，調整
後は 15時間以内で実験を完了させた。
ATPaseインヒビター 9Kタンパク 15Kタンパクの欠失によるミトコンド
1 7 
Table n 各種酵母ミトコンドリアのATP合成.P/O. RCR値比較
A TP synthesis P/O RCR 
μmol/min/mg prot. 
Wild-type 0.61 :t0.19 (n=9) 1.18:tO.13 (n:=9) 3.79:t 1.04 (n=7) 
T1 0.60:t0.05 (n=8) 1.16:t0.08 (n:=9) 2.53:t0.26 (n=8) 
026 0.53:t0.04 (n=2) 1 .20:t 0.03 (n:=2) 3.48:tO.48 (n=2) 
905-1 0.46 1.50 3.32 
リアの酸化的リン酸化への影響を調べる目的で， AT'P合成活性 P/O比および
RCRを測定し， Table nに示した。 P/O比とは， リン酸化の効率を示すもので
あり， state 3中に消費された ADP(合成されたA'rp)の分子数と，この間に
消費された酸素の原子数との比として計算される。 RCR(respiration control 
ratio) とは，呼吸調節能のことであり， ATPを合成している state3の呼吸速
度と， ATPを合成し尽くした state4の呼吸速度との比で表される。測定方法と
して， ATP合成活性は，コハク酸呼吸でミトコンドリアがATPを合成している
反応液中のアデニンヌクレオチド (ATP，ADP， AMP)濃度変化測定により計算
された (53)。その分析には逆相の高速液体クロマトグラフィー (HPLC)を用
いた。HPLCによるアデニンヌクレオチドの検出トレースの例をFig.7 ~こ示す。
P/O比およびRCR測定は，クラーク型酸素電極装置を用いて測定される呼吸速
度と，その間に合成されたATP量から算出した。クラーク型酸素電極装置の模
式図と，得られた呼吸速度の記録トレースの例を Fig.8に示す。
Table rから， 3因子欠失による酸化的リン酸化への影響がほとんどないこと
がわかる。コハク酸を呼吸基質としたときの酸化的リン酸化では，簡略すると
コハク酸+2ADP + 2Pi + 1/202→フマル酸+2ATP+ H20 
の反応でATPが合成されるため，理論的な P/O比は2となるはずである。本実
験で用いたミトコンドリアの P/O比はそれに比べ若干低い値となったが，野生
株との差はみられず， ATP合成も野生株と同様に行われたことから，以降の実
験の問題はなく，酸化的リン酸化におけるコハク酸呼吸と ATP合成が共役して
いるといえる。 RCRはTlミトコンドリアでも 2.53という値を示した。いまま
でにこれ程高いRCR値を示す酵母ミトコンドリアが調整されたとしづ報告はな
い。本研究で使用したミトコンドリアはどの研究室で調整されているミトコン
ドリアよりも状態が良好で、あるといえる。すなわち ミトコンドリアは state3 
呼吸と state4呼吸が非常によく調節されており，以後の実験結果は十分信頼で
きるものである。
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← ATP 
← AMP 
Fig. 7.アデニンヌクレオチド分析の HPLC検出トレースの例.
移動相 4%メタノールを含む50mM Na-Pi (pH 6.0) 
カラム Shim-packCLC-ODS 
流速:0.7 ml/min 
λ=254 nm 
←ADP 
(8) 
(A) 
??
マグネチック
スターラー
1 min 
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Fig.8酸素電極装置の模式図 (A) と呼吸速度測定の記録トレースの例 (B). 
(8) :反応液 (0.6M マニトール. 50 mM MOPS (pH 6.5)， 5 mM K-Pi (pH 6.5). 0.1 % BSA)中ヘt ①ミト
コンドリア 60μ1(10 mg/ml)添加。(イ)は内部呼吸。②コハク酸を 10mMになるよう添加。③④で ADPを
0.1 mM添加。⑤はADPをlmM添加。(ロ) (ニ) (ヘ)は state4呼吸。(!¥) (ホ) (ト)は state3呼吸。
(チ)で無酸素状態。1.7ml系. 2SoC。
2-1-3 ミトコンドリアの膜ポテンシャル測定
ミトコンドリアは呼吸基質の存在下電子伝達系の働きにより H+を内側から
外側へくみ出す。 H+はミトコンドリアの内膜を自由に通過することができない
ため，膜内外に濃度勾配および電位差(膜ポテンシャル)が形成される。膜ポ
テンシヤルの測定法として，バリノマイシン存在下の K+輸送測定や，ポテンシ
ヤル感受性の蛍光プローブ 3，3'-diethylthiacarbocyanine iodide (DiSC2(5))の
蛍光測定があるが，本実験では脂溶性カチオンである tetraphenyl
phosphonium (TPP+)を用いた。 TPP+は細胞や組織の膜ポテンシヤル測定用プ
ローブとして広く用いられており 脂溶性カチオンであるため，くみ出された
H+に比例してミトコンドリア内部に取り込まれる。このミトコンドリア内外の
TPP+濃度から，ネノレンストの式;
Aゅ=(RT/F) ln (Ce/Ci) 
を用いて膜ポテンシャルを算出した (53)0R， T， F， Ce， Ciはそれぞれ気体
定数，温度，ファラデ一定数 ミトコンドリア外部のTPP+濃度，ミトコンドリ
ア内部のTPP+濃度である。ミトコンドリア外部のTPP+濃度測定はHPLCを用
い，内部のTPP+濃度はミトコンドリアの内容積を1.0μl/mgprot.(54)とし
て算出した。ネルンストの式の性質上，膜ポテンシャル 100mV以下の算出に
おいて誤差が大きくなる欠点があるが，蛍光プローブ等での間接的測定法と違
い，実際のTPP+取り込み量を算出できる点において‘正確で、ある。
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2-2 野生株酵母ミトコンドリアのATP合成と膜ポテンシャル
ATPaseインヒビターがATP合成に参加する F1Fo量を積極的に調整してい
るのならば， Mitchellの化学浸透圧説と Sorgatoのデータとの矛盾を解く糸口
になるかもしれない。そこで，本実験では Sorgatoの実験をもう少し詳しく追
試した。Sorgatoらは，呼吸量を半減させた場合のみしか測定を行っていないが，
本研究ではマロン酸の添加量を段階的に増量させることにより，ミトコンドリ
アのコハク酸呼吸量を広範囲で、変化させた。その際のATP合成活性と膜ポテン
シャル変化を観察した (Fig.9)。この結果から，野生株ミトコンドリアのATP
合成活性は呼吸速度の減少に平行して低下し，その間 P/O比は一定に保たれた。
ところが，膜ポテンシャルは呼吸速度の減少に関係なく， 160~170mV を維持
した。 F1Foによる ATP合成は呼吸速度に依存しており，その間膜ポテンシャ
ルは変化しなかったとしづ実験結果は， F1Foには.ATP合成に参加しているも
のと， ATPaseインヒビターにより ATP合成が阻害されているものが存在して
いると仮定することにより説明ができる。すなわち，呼吸量の増減で ATPase
インヒビターの結合，解離がおこり， ATP合成を行う F1Fo量を調節している
のではないかという考えである。この考えによると，例えば呼吸量が増大した
場合，一時的に膜ポテンシャルが上昇するが，それに伴い ATPaseインヒビタ
ーが F1Foから解離し， ATP合成に参加する F1Fo量が増える。そのため， H+ 
のミトコンドリア内部への流入も増えて膜ポテンシヤノレは一定に保たれるO 逆
に呼吸量が減少した場合， H+のミトコンドリア外部への輸送能がおち，膜ポテ
ンシャルが一時的に低下するが， ATPaseインヒビターがF1Foに結合し， ATP 
合成を行う F1Fo量が制限されるため，膜ポテンシャルは同様に保たれる。呼吸
量の増減で変化するのは ATPaseインヒビターの結合量の増減であり，それに
伴う F1FoのATP合成に参加するポピュレーション変化である。この考えによ
れば， ATP合成量は呼吸量にともない減少するが，膜ポテンシヤノレが維持され
るメカニズムがMitchellの化学浸透圧説の訂正なしに説明できる。さらに，そ
れによって保たれる膜ポテンシャル 160~170 mVは ATP合成を行っている
state 3での関値であるとも考えられる。これらのことをまとめてモデル的に示
すと Fig.10のようになる。なお， ATPaseインヒビター結合量変化の調査は2
-4に後述する。
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Fig. 9.野生株酵母ミトコンドリアの呼吸速度， ATP合成活性および
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Fig. 10. ATP合成のメカニズム(仮定).呼吸量変化に伴いATPaseインヒビター結合量が変化し
ATP合成量を調節している.
2-3 ATPaseインヒビター欠失株酵母ミトコンドリアのATP合成
先程述べたように，もし ATPaseインヒビターが膜ポテンシャル変化を感知
し， F1Foへの結合，解離を行って ATP合成型 F1Fo量を調節するとしづ仮定
が正しいのならば， ATPaseインヒビターを含む活性調節 3因子を欠失した Tl
株酵母ミトコンドリアではATP合成量の制御が行えないということになる。そ
うなると，呼吸量の大小に関わらず，全ての F1FoがATPを合成できることに
なり，膜ポテンシャルの保持は困難になるはずである。さらに， F1Foの逆反応，
すなわち， ATPの加水分解の阻害がないことから， ATP合成中でも分解方向に
回転する F1Foが存在できるであろうし，そのため， P/O比も野生株ミトコンド
リアに比べ低くなることが予想される O しかし，野生株ミトコンドリアと同様
の実験を T1株ミトコンドリアで、行ったところ，この予想、が全て覆された (Fig.
11)0呼吸量の減少に対応した ATP合成量の低下が観察され，その間 P/O比は
保たれた。また膜ポテンシャルも 160'"170 m Vを維持した。この結果は，
ATPaseインヒビターがATP合成には全く関与していないことを示すと同時に，
そのATP合成の調節が F1Fo自身の働きによるものであることを示唆する。す
なわち， state 3呼吸において， F1FoにはATP合成を行う活動型と合成してい
ない休止型の 2種類が混在しているという考えである。活動型-休止型の割合
は呼吸量の増減で変化し，呼吸量が大きいときは活動型 F1Foの量が増大して
ATP合成量が増える。呼吸量が小さくなると休止型F1Foが増え， ATP合成量
が抑えられる。こうして膜ポテンシャルはstate3の問 160'"170 m Vが保たれ
るのである。 ATPaseインヒビターは休止型 F1Foに結合することでATP合成
へは関与しないことが説明できる。 Fig.12に， T1ミトコンドリアでのATP合
成メカニズムのモデルを示すO呼吸量の増減で変化するのはF1Foの活動型-休
止型の比率である。
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Fig. 11. TI株酵母ミトコンドリアの呼吸速度. ATP合成活性および
膜ポテンシャル (state3). e， 0， d.はFig.9と同じ.
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Fig. 12. ATP合成のメカニズム.呼吸量の増減で変化するのは活動型一休止型F1Foの比率で、ある.
2-4 ATP合成中のATPaseインヒビターの結合
ATPを合成している state3においてATPaseインヒビターが呼吸量に応じて
結合量を変化させているのかを実際に確かめるため， ATP分解活性およびウエ
スタンプロット法により調査した。
2-4-1 ATPase活性からみる ATPaseインヒビター結合
コハク酸呼吸下， ADP+ Pi存在により ATPを合成しつつある state3のミト
コンドリア (Fig.9， 11参照)を，界面活性剤である 3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethy lamino] -l-propanesulfona te (CHAPS)を用いて可溶化させた。可溶化
して得られた F1FoはATP分解酵素としての働きしか示さなくなる。このATP
加水分解活性 (ATPase活性)を測定した (53)0 Fig. 13より，野生株ミトコン
ドリアはマロン酸添加による呼吸速度低下に伴い ATPase活性は減少した。 Tl
株ミトコンドリアでは呼吸量に関係なくほぼ 3.0μmol/minJmgprot.を保持し
た。この違いはそれぞれのミトコンドリアの ATPaseインヒビターの有無を如
実に表しており，さらに， ATPaseインヒビターは呼吸量の低下に伴い F1Foへ
の結合量が増大していることも確かめられた。ただし， ATPaseインヒビターの
結合量の増加と， ATP合成活性の低下は呼吸量の非常に小さいところで比例し
ない。これは可溶化の際に一部の ATPaseインヒビターが外れてしまったこと
によると考えられる。
Fig. 14は Fig.13の逆数プロットである。横軸は呼吸速度の逆数，縦軸は
ATPase活性の逆数を示している。この図から， T1株ミトコンドリアの F1Fo
は呼吸量に関わらず常に最大のATPase活性(約 3.0μmol/minJmgprot.)を示
す能力を持っていることがわかる。また野生株ミトコンドリアの F1Foにはコハ
ク酸呼吸で賄える最大の呼吸量でも ATPaseインヒビターは一部結合している
ことが示されている。このミトコンドリアを pH8.0でアルカリ処理することに
より， ATPaseインヒビターは F1Foから解離し，その F1Foは最大活性 (2.9μ
mol/minJmg prot.)を示すことがわかっている (20，55) 0 なお，図中には呼吸
基質として NADH，コハク酸，エタノールをさまざまな組み合わせで用いた際
のATPase活性も示した。 NADHやエタノールを用いることにより，呼吸速度
を上昇させることが可能であり， ATPaseインヒビターは呼吸量の増加で解離す
る量も増加することがわかる。しかし，これらの呼吸基質を用いても最大活性
にはならなかった。すなわち，実験室レベルでは ATPaseインヒビターがすべ
て解離することはない。言い換えると，実験室レベルの呼吸量では休止型F1Fo
がすべて活動型になることはない。
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Fig. 13.野生株およびTl株酵母ミトコンドリアから可溶化した
FIFoATPaseのATP分解活性.・:野生株(n=3)， ..: Tl株
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FIFoATPaseのATP分解活性(逆数プロット).0:呼吸基質として
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30 
2-4-2 F1FoとATPaseインヒビターのクロスリンク
単離精製されたATPaseインヒビターと F1を用いた invitroの研究により，
ATPaseインヒビターはATPとMg2+の存在下， F1と等モルで、結合し (26)，ま
たその結合部位は F1の3サブユニットであるとの報告や (56，57)， in vivoで
の研究でαと8の界面であるとの報告 (58)がある。本研究では state3での呼
吸量変化に伴う ATPaseインヒビターの結合量変化の測定を， Western Blot法
を用いて試みた。各 state3呼吸段階の野生株ミトコンドリアを CHAPSで可溶
化後，ゼロオングストローム架橋剤である N-ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1， 
2-dihydroquinoline (EEDQ)を添加し， F1とATPaseインヒビターをクロスリ
ンクさせた。クロスリンク反応は酢酸アンモニウムを加えることで停止させ，
ついで、抗F1-ATPase抗体により F1を沈殿させた。その後 SDS-PAGEを行い，
Towbinらの方法 (59)による抗 ATPaseインヒビター抗体を用いた Western
Blot法により， ATPaseインヒビターの結合量変化を観察した。
Fig. 15より，分子量66kDaと62kDaのものが抗ATPaseインヒビター抗
体と反応した。 ATPaseインヒビター自身の分子量は約 7kDaであり，この 2
つのバンドはF1のαと8サブユニットに結合したATPaseインヒビターである
ことが確認されている (58)0 50 kDa付近にみられる太いバンドは，
F1FoATPaseを沈殿させる際用いた抗 F1-ATPase抗体の重鎖である。ATPase
インヒビターはstate3呼吸でも F1Foに結合しているものが存在していること
は明らかになったが，呼吸量に伴う結合量の変化を示すのは困難となった。F1
あたりの ATPaseインヒビター結合量の割合をデンシトメトリーで計測したと
ころ (Fig.16)， ATPaseインヒビターは呼吸の減少に伴い結合量を増している
ことは解るが，活性の低下量と ATPaseインヒビター結合量は必ずしも平行し
ない。これらのことは， ATPaseインヒビターは呼吸量の低下に伴い F1Foへの
結合量は増加するが，その結合位置はゼロリングスのクロスリンカーでも区別
し難いほどの位置変化である可能性を示している。さらに， ATPaseインヒビタ
ーは F1へ結合/解離をするのではなく， F1の活性を阻害する型と阻害しない
型を持って常に F1近傍に存在しているとも考えられる。
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2-5 種々の変異酵母ミトコンドリアのATPase活性
酵母ミトコンドリアにはF1Foの活性を調節する因子としてATPaseインヒビ
ターのほかに 9Kタンパク， 15Kタンパクが存在する。これらをいろいろな組
み合わせで欠失させた酵母ミトコンドリアのATPase活性を調査した(Fig.17) 0 
ATPaseインヒビターと 9Kタンパクを欠失させた酵母W1のミトコンドリアで
は， Tl株ミトコンドリアと同様，呼吸速度に関わらず高い ATPase活性を示し
た。 ATPaseインヒビターのみを欠失させた酵母 D26のミトコンドリアでは，
ATPase活性の減少が部分的で、あった。これは， 9!(タンパクが ATPase活性を
40%程阻害したためである (42)0 9Kタンパクのみを欠失させた酵母 905-L1
のミトコンドリアでは，ほほ野生株と同様の阻害結果が得られた。これらのこ
とは， ATPase活性の限害が主にATPaseインヒビターの働きであることを示し
ているo
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Fig. 17.種々の変異酵母ミトコンドリアFIFoのATPase活性._， y，
e，企はそれぞれ野生株， 905-Ll， D26， Wlミトコンドリアから可
溶化したFIFoのATPase活性を示す.
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2-6 DCCD添加による F1Foの阻害と膜ポテンシャルの上昇
これまでの結果から， F1Foによる ATP合成の調節は，呼吸量の増減に対応
して活動型と休止型の比率を変化させることにより行われており，それにより
その間膜ポテンシャルが一定に保たれることを示した。そして ATPaseインヒ
ビターは休止型F1Foに選択的に結合することでATP合成には直接関与しない
ことを述べてきた。これは呼吸量の制御によって得られた知見であり，別の方
法で証明する必要がある。
Dicyclohexyl carbodiimide (DCCD)は電子伝達系は阻害せず， F1FoのH+輸
送を阻害する物質として知られている。もしF1Foに:休止型が存在しているのな
らば， DCCDの添加量が増大し， F1Fo量が制限されても膜ポテンシャルが存在
するため休止型が活動型へ移行し， ATP合成が保たれるはずで、ある。そして，
DCCDで阻害されていないF1Foが全て活動型になる点が存在するはずで、ある。
Fig.18は， Tl株ミトコンドリアでDCCD添加によるATP合成， ATPase活
性および膜ポテンシャル変化を調査したものである o ATPase活性変化から，
DCCD約1.0μg/mgprot.までは比例的にF1Foが限害されていることがわかる。
しかし， ATP合成活性はDCCDの阻害割合とは比例せず，約0.7μg/mgprot. 
まではほとんど活性は低下しなかった。すなわち，予想、どおり ATP合成中の
F1Foには休止型が存在しており，これが活動型に移行することでATP合成量
を維持していることが明らかになった。DCCD約0.7μg/mgprot.で、全てのF1Fo
が活動型になっており，それ以上のDCCD濃度ではDCCD量に比例してATP
合成量も低下した。さらに，呼吸量は一定のため， DCCD濃度上昇に伴いF1Fo
を通過する H+量が制限されることから F1Foが全て.活動型になってからは膜ポ
テンシャルが急激に上昇した。このことからもATP合成が活動型一休止型の比
率変化で調節されており， F1Foのターンオーバー数変化で、調節されているので
はないことがはっきりした。
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2-7 まとめ
野生株ミトコンドリアはATP合成中でも呼吸速度の低下に伴いATPaseイン
ヒビターの結合量が増加する。しかし，この結合は.ATP合成には影響していな
い。なぜなら， ATPaseインヒビターの欠失しているミトコンドリアにおいても
野生株ミトコンドリアと同様のATP合成調節が行われたからである。このこと
を説明するには， ATP合成中全ての F1Foが活動型ではなく，一部は休止型と
して存在しており， ATPaseインヒビターはこの休止型F1Foに結合して，膜ポ
テンシャルが 160'"'-'170 m V という関値以下で起こりうるであろう，
F1FoATPaseの逆回転，すなわち， ATP分解を限害していると考えるよりほか
ない。 ATP合成は呼吸量変化に伴う活動型一休止型 F1Foの比率の増減で調節
されているのである。
F1Fo自体の働きにより ATP合成が調節されているという考えはすでに提出
されていた。 Matsuno・Yagiらは ATPaseインヒビターを取り除いた牛心筋の
SMPを用い， 一定の呼吸速度でF1Foだけを阻害する DCCDを加えることによ
り， F1Foを通過する H+量を人為的に増大させたところ，高 K元値および高い
ATP合成能力(九aJを示すことから， F1Foは2つの動力学的モード，すなわち
低ι-低九位モードと，高ι-高九位モードをエネルギー供給量によって
互換している。言い換えると，これらの組み合わせで F1Foのターンオーバー数
を変化させているようにみえると結論している (60)0 ただし， ln VlVOでは酸
素濃度や基質供給量は実験室レベルほど高くないため，高 Km-高九axモード
でF1Foが駆動することはあり得ない。実際， NADIIで呼吸量を増加させても
ATPaseインヒビターが完全にはずれることがなかった (Fig.14参照)。ミトコ
ンドリアは lnVIVOでは活動型一休止型の増減でATP合成を調節し，その段階
で、のエネルギー供給を“経済的に"使用しているのであろう。
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第 3章
呼吸停止時のATP分解による膜ポテンシャルの回復
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第3章呼吸停止時のATP分解による膜ポテンシャルの巨腹
3-1 はじめに
F1FoATPaseは可逆的な酵素であり，ATPを分解することにより H+を膜の外
へ放出し，膜ポテンシャルを形成することも可能で、ある。F1Foによる反応がど
ちらの方向に進むかは， H+の移動と， ATPの合成としづ共役している反応全体
の正味の自由エネルギ一変化LJGによって決まると考えられる。すなわち，F1Fo
がATPを合成するか分解するかは，膜ポテンシャルの大きさによると考えても
よい。ならば，ミトコンドリアの state3呼吸を停止させ，膜ポテンシャル形成
能を消失させると F1FoはATPを分解する方向に回転し， H+を膜外へ輸送する
はずで、ある。このATP分解による膜ポテンシヤノレはどこまで回復するのか。ま
た，この回復能と ATPaseインヒビターの関係はし、かなるものか。
3-2 ATP分解時の膜ポテンシャル
ミトコンドリアに十分呼吸基質が存在し，なおかぜっADPが全て ATPに合成
し尽くされた状態を state4と呼ぶ。State4ではATPを合成する必要がないの
でミトコンドリアは休止状態である。よってH+は膜内へ取り込まれることがな
い， 言い換えると膜ポテンシャルは使用されないので高い値(約200mV)を維
持する O この state4であるミトコンドリアに電子伝達系の阻害剤である
antimycin Aを添加した。呼吸を阻害されることで膜ポテンシャルは低下し，
F1Foによる ATP分解で膜ポテンシャルを形成しようとするが，野生株および
T1株ミトコンドリアどちらもその低下は約 160mVまでであり，時間を経ても
その値を維持した (Fig.19)。この値はATP合成時の膜ポテンシャルとほぼ等
しくなり (Fig.9， 1参照)，このことから， ATP合成中の膜ポテンシャルと ATP
分解で回復できる膜ポテンシャルはほとんど同じであることがわかる。このと
きのミトコンドリアのATP分解活性を計測したところ，野生株ミトコンドリア
は0.01μmol/minJmgprot.であったのに対し， Tl株ミトコンドリアは0.93μ
mol/minJmg prot.と，非常に高いATP分解能を示した。野生株ほどのATP分
解能で膜ポテンシヤノレ160'""170 m Vを維持できるのであるから，Tl株ミトコン
ドリアはATPを無駄に分解しているのである。ATPaseインヒビターはこの無
駄なATP分解を阻害していると考えられる。
4 0 
一ご一一一一一一一一一l1li1
250 
?? ????
? ←
200 
〉呂
~ 150 
4+c qOC同-J AaL 
50 
??
? ?
5 10 15 20 25 30 35 40 
Time (min) 
Fig. 19.野生株および Tl株酵母ミトコンドリアにおける，呼吸停止
時の膜ポテンシャル変化 (ATP存在下).矢印で antimycinA (4μM) 
添加. .:野生株， .: Tl株.
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3-3 ATP添加による膜ポテンシャルの回復
野生株ミトコンドリアにATPを添加せず，呼吸をantimycinAで阻害した。
ATPが存在しないため F1Foによる ATP分解が行われず，膜ポテンシャルは
100 mV付近まで低下する。そこへATPを添加することにより，膜ポテンシャ
ル回復の程度を呼吸阻害後の時間との関係で調査した (Fig.20) 0 呼吸が阻害さ
れてから初期の段階でATPを添加した場合，その分解により膜ポテンシャルは
160 mV付近まで回復可能で、ある。しかし，阻害後の時間が遅くなるにつれ，
ATP添加による膜ポテンシャル回復能は減少した。 ATP分解によって膜ポテン
シャルが回復するのであるから，この結果は時間の経過とともにATP分解能が
減少したと考えるのが当然である。そして， ATP分解を阻害するのが ATPase
インヒビターであるから，すなわち， ATPaseインヒビターの結合には5分から
10分という時間が必要で、はあるが，その結合により膜ポテンシヤル形成よりも
ATP保持の方を優先させているように見える。同様の調査をTl株ミトコンドリ
アで、行ったところ，阻害時間に関係なく， ATPの添加により膜ポテンシャルは
160""'170 mVまで回復した (Fig.21) 0 この結果からも，呼吸阻害→ATPase
インヒビター結合量増加→ATP分解の阻害度増加→膜ポテンシャル形成不利と
いうスキームがサポートできる o
3-4 ATPaseインヒビター解離のfactorは何か
野生株ミトコンドリアの ATPase活性，膜ポテンシャルおよび呼吸速度の関
係をTable皿に示した。先にも述べたように， state 3呼吸をマロン酸添加に
より阻害した場合， F1Foによる ATPase活性は減少したが，膜ポテンシャルは
変化なく約 160mVを維持した。これは，活動型-休止型F1Foの混在比が呼
吸量によって変化し， ATPaseインヒビターは休止型F1Foに結合するという考
えで説明した。ATPが存在しない状態で呼吸をantimycinAで阻害した場合，
膜ポテンシャルは約 100mVまで低下した。 一度このレベルにまで膜ポテンシ
ヤルが低下すると， ATPを添加しでもその分解による膜ポテンシャルの回復は
わずかである。これは ATPaseインヒビターの結合量増加によるものであり，
このレベルで-jl結合したATPaseインヒビターは， ATPで解離させることは
できないことが解る 。 しかし，そこへアスコルビン酸と N，N，N川戸
tetramethyl-p.pheny lenediamine (TMPD)を添加して呼吸を回復させてみた。
アスコルビン酸十TMPD呼吸では，電子伝達系のシトクロム cへ直接電子が渡
されるため，複合体皿を阻害する antimycinAが存在しでも呼吸を回復するこ
とができる O こうして呼吸を回復させたところ，膜ポテンシャルは回復し，
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Fig. 20. ATP非存在下，野生株酵母ミトコンドリアにおける ATP添加
による膜ポテンシャル変化*でATP(2 mM)添加..:ATPなし
ム:ATP添加後の膜ポテンシャル.
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Fig. 21. ATP非存在下.Tl株酵母ミトコンドリアにおける.ATP添加
による膜ポテンシャルの回復.記号はFig.18に閉じ
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ATPase活性もそれに伴い回復した。 ATPase活性が回復するということは，
ATPaseインヒビターが FIFoの結合部位からはずれたことを意味する O
Mimuraらは以前， state 3呼吸のミトコンドリアへ脱共役剤である carbonyl
cyanide m・chlorophenylhydrazone<CCCp)を添加し，膜ポテンシャルを完全に
消失させたところ，呼吸速度は最大に活性化されたが ATPaseインヒビターは
急速に FIFoへ結合し， ATPase活性を阻害することを報告している (58)0 こ
のことから， ATPaseインヒビターを FIFoの結合部位から解離させる factor
は電子伝達系による呼吸増加が直接の factorではなく，それに伴って形成され
る膜ポテンシャルが ATPaseインヒビターをはずす強力な駆動力になっている
のである。
3-5 まとめ
State 3呼吸でATPを合成している時に維持された膜ポテンシヤルと呼吸停
止時にATP分解で回復される膜ポテンシャルがほとんど同じで、あった。このこ
とは， ATP合成/分解における膜ポテンシャルの関値がほとんどわずかの差し
かないことを意味する。このわずかの差を感知して FIFoはATP合成/分解の
方向を決定しているのである。恐らく ATP分解は AlTP合成の膜ポテンシャル
よりもわずかに低い値であろう O
活性調節3因子欠失株ミトコンドリアにおいて，呼吸停止時のATP分解によ
る膜ポテンシャル回復では， FIFoの合成仲分解は膜ポテンシャルの関値付近で、
平衡になっていると思われる。しかしATP合成時は， ATP分解方向に回転して
いる FIFoはほとんどOであろう。なぜなら， P/O比が野生株と変わらず高い値
を示すためであり，存在するであろう休止型 FlFoは逆方向には回転しないと
考えられる。
野生株ミトコンドリアによる膜ポテンシャル回復は， ATPaseインヒビター結
合のため部分的で、あった。結合した ATPaseインヒビターを解離させる factor
は膜ポテンシャルで、あるが，これは電子伝達系によってしか賄うことができな
い。また， ATPaseインヒビターの結合は，呼吸停止時などの組織において危機
的状況に陥った場合，物質輸送やATP合成など生命活動に必要な膜ポテンシャ
ルの形成を犠牲にしてまでも，生存に必要なATPの浪費を抑えていると考える
こともできる。この ATPaseインヒビターの制御機作が生理的にどのような意
味を持つのか。これを調査するにはミトコンドリアレベルで、はなく細胞レベル
での観察が必須となる。
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Table m呼吸速度の回復による膜ポテンシャルの上昇， ATPaseインヒビターの解離. Exp.1は， state 3 
呼吸. Exp.2は，マロン酸添加 (5mM)で、state3呼吸をsil害後10minで測定. Exp.3は， Antimycin A (4μ 
M)添加後10minで測定.Exp.4は， Antimycin Aを添加してから20min後， ATP (2 mM)を添加. Exp.5 
は， Antimycin Aを添加してから20min後， ADP (2 mM)，アスコルビン酸 (10mM)， TMPD (0.1 mM)を
添加.
Experiment N o. Addition 
1st 2nd 3rd 
ADP 
2 ADP Malonate 
3 Antimycin A 
4 Antimycin A ATP 
5 Antimycin A ADP Ascorbate + 
TMPD 
Respiration rate 
A TPase activity of 
solubilized 
nmol02/minJmg prot.問noVminlmgprot. 
355 2.30 
23 1.04 
0.24 
2 0.28 
353 0.90 
Membrane potential 
mV 
161 
162 
100 
114 
164 
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第 4章貧栄養条件下での細胞レベルにおける観察
4-1 はじめに
ATPを合成している state3呼吸でのミトコンドリアには活動型と休止型の
F1Foが混在し， ATPaseインヒビターは休止型F1Foへ選択的に結合すること
を第2章で述べた。さらに，呼吸停止状態では ATPaseインヒビターは F1Fo
による ATPの無駄な浪費を限害し，膜ポテンシャルの形成を犠牲にしているよ
うな挙動を示すことを第 3章で述べた。休止状態の F1Foやミトコンドリアの
呼吸停止状態に ATPaseインヒビターは結合することを考えると，細胞が休止
状態，すなわち無酸素条件や貧栄養条件(蒸留水中)に晒された場合， ATPase 
インヒビター欠失による効果が何らかの形で観察されることが期待されるO 動
物細胞を長期間そのような状態に置くことは困難であるが，酵母細胞は滅菌水
中に置かれても比較的長期間生存可能である。
4-2 貧栄養条件での生存率およびRD変異体の発生
野生株およびTl株酵母細胞を乳酸培地で対数増殖中期まで培養し，その後貧
栄養条件を作るため，集菌，洗浄したのち滅菌水へ移し変えた。これを長期間
好気的に放置いその際の生菌数変化を調査した。生菌数は経時的に採取した
サンプルをフ。レートにまき，形成されたコロニー数計測により算出した。Fig.22
に生菌数変化の推移を示した。野生株酵母は比較的生存率が保たれたが， T1株
酵母は早期に生存率が低下した。さらに，Tl株酵母において，細胞集団の中か
ら呼吸欠損 (respirationdeficient， RD)変異細胞が高頻度で出現することを偶
然発見した。 RD変異は 1940年代にはすでにその存在が知られており，自然条
件下でも数%の確率で発生することがわかっている。 1960年代にはミトコンド
リアDNAの変異，特に電子伝達系のシトクロム aa3やbのDNAに変異が起こ
り，タンパク合成ができないことがわかった (61)0 言l;¥換えると，呼吸能力が
なくなっているが，酵母は発酵のみで生育できるため プレート上で、小さなコ
ロニー (petitecolony)しか作れないのである。RD変異は，アクリフラビンな
どの化学物質や紫外線照射で人為的に発生させることは可能であるが，自然に
発生するそのメカニズムはまだ解明されていない。
長期保存で発生したRD変異株を任意に取り出し，そのミトコンドリア DNA
を制限酵素EcoRIで切断した。同様に，正常ミトコンドリアおよび自然発生し
たRD変異株ミトコンドリア DNAもEcoRIで切断しその電気泳動パターン
48 
を比較した (Fig.23) 0 その結果， RD変異株ミトコンドリアは正常ミトコンド
リアと比べ，電気泳動ノミターンが異なっていた。このことから， RD変異株のミ
トコンドリア DNAは変異もしくは欠損していることが確かめられたことにな
る。また自然発生した RD変異株と貧栄養条件下で発生した RD変異株のミト
コンドリア DNAの泳動ノミターンが同じことから，両者の発生メカニズムは同じ
であることが示唆される。
ATPaseインヒビターの欠失により，貧栄養条件という細胞にとって重篤な状
況下でRD変異，すなわち細胞の表現型(phenotype)に影響を与えたのである。
これは ATPaseインヒビターが細胞レベルで、何らかの異常を防ぐ重要な factor
であることを意味しており，ミトコンドリアの膜ポテンシャル保持よりも ATP
含量保持を優先させているのではないかという考えと重大な関連が示唆される。
49 
??? ?? ? ? ???
?
90 
80 
70 
〆曲、
ま
60 '-' 
ロo 
~ 
5og 
g 
(l) 
40 ・三
(l) 
且4
30 
20 
???
?
O 
12 
Fig.22 貧栄養条件における生存率およびRD変異発生率.・， orま
野生株酵母の生存率およびRD変異発生率..A， d.は Tl株酵母の生
存率およびRD変異発生率.
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レーン3-5:好気的保存で発生したRD変異体ミトコンドリア
レーン6:DNA分子量マーカー
Fig.23.ミトコンドリア DNAのEcoR1による切断 .
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4-3 貧栄養条件下での細胞内ATP含量変化
ATPaseインヒビターがミトコンドリアレベルで・膜ポテンシャル保持よりも
ATP含量保持を優先させるのではなし、かという考えによれば ATPをほとんど
合成できない貧栄養条件下で細胞内ATP量に影響を与えるはずである。そのた
め，滅菌水中で長期間好気的に放置された酵母細胞中の ATP含量を測定した
(Fig.24)。経時的に採取した酵母細胞を瞬間的に凍結，乾燥し，得られた乾燥
酵母に 60%PCAを加えタンパクを変性させたのち， KOHで中和し，抽出され
たATPをHPLCで測定した。この結果， Tl株酵母細胞内のATP量は滅菌水保
持後 1日目で急激に減少したのに対し，野生株ではほぼ完全に保たれたO この
ことから， ATPaseインヒビターは，休止状態の FIFoに結合して膜ポテンシヤ
ルの形成を阻害してまでも ATPの分解を防ぐ働き，言い換えると，ミトコンド
リア内ATP含量を保持する生理的役割を持つことが推察される。
4-4 まとめ
Tl株酵母は貧栄養条件で放置すると細胞内ATP含量が低下し，また， RD変
異が高頻度で出現することを発見した。 RD変異酵母のミトコンドリアは変異を
起こしていた。データは示していないが，このDNAの変異は窒素雰囲気中でも
発生するため，活性酸素の影響によるものではなく，ミトコンドリア内ATPが
枯渇したあと何らかの原因で起こるものと考えられる。酵母に antimycinAと
bongkrekic acid (ミトコンドリアのATP/ADP交換体の阻害剤)を添加し，ミ
トコンドリア内ATPを枯渇させると RD変異が発生することは昔からよく知ら
れている (62)0 また， ATPaseインヒビターの遺伝子以外の， FIFoを構成す
るいくつかのサフ、ユニットをコードする遺伝子を破壊しても RD変異が発生す
ることも報告されている (63，64) 0このメカニズムはまだ解明されていないが，
FIFoのサブユニットが欠失することでミトコンドリアの膜ポテンシャルが保
存できなくなるため， ATP合成は当然起こらなくなる。ミトコンドリアでATP
が合成されなければミトコンドリア DNAの複製にも障害が起きることから RD
変異が発生してもおかしくはない。
細胞が生存するためにはATPが必要である。無酸素や飢餓などの危機的条件
では，新たにATPを合成することよりも(膜ポテンシャルの形成を犠牲にして
も)その段階で存在している細胞内ATP消費を極力抑え，生存ぎりぎりのATP
を保持して延命を図っているのかもしれない。
ATPaseインヒビターと FIFoはlnVIVOでは 1: 1のモル比で、結合する。しか
し， ミトコンドリア内においてATPaseインヒビターが FIFoATPaseに対して
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Fig.24.貧栄養条件における細胞内ATP含量変化.
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1 : 1のモル比で、存在しているかは別の問題である。 Rouslinらは様々な晴乳動
物のミトコンドリア内 ATPaseインヒビター量を調べ，ラット肝ミトコンドリ
アでは Flに対してモル比で約 0.6，ラットやマウスの心筋ミトコンドリアでは
Flに対し 0.2ないし 0.3のモル比しかATPaseインヒビターが存在していない
と報告している (65)0 すなわち， ATPaseインヒビターを結合していない裸の
FIFoATPaseがもともと存在しているのである。そのため，酵母ミトコンドリ
アではCCCPで脱共役すると ATPaseインヒビター結合により ATP分解が阻害
されるがラット肝ミトコンドリアでは急激なATP分解が起こるのである。また，
ラットなどの小型晴乳動物は組織を虚血状態にすると細胞内ATPが急激に分解
されるが，ブタやウシのような大型晴乳動物ではほとんど分解されないことも
報告されている (66)0 これらのことから，細胞が何らかの原因(例えば虚血の
ような)で呼吸が追いつかずミトコンドリアの膜ポテンシャルが低下した際，
ATP分解による膜ポテンシャル回復とミトコンドリア内ATP含量保持の優先順
位が違うように見える。これは，その組織および細胞が活発に活動しているか
どうかと関連がありそうであるo 活動的な組織，例えば心臓や肝臓などでは常
に代謝活動を行うためのミトコンドリア膜ポテンシャルが必要で、あり，緊急事
態に対応できるための ATP分解による膜ポテンシャル維持のため， ATPaseイ
ンヒビターの結合していない FIFoの存在が重要なので、ある。
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第 5章結言
本論文は，野生株および活性調節 3因子を欠失させた酵母のミトコンドリア
を用い， F1FoATPaseのATP合成におけるATPaseインヒビターの活性制御機
構を研究する過程で， F1FoATPaseの性質を丹念に調べた結果，ミトコンドリ
アのATP合成機構について新たにいくつかの知見を与えたものである。さらに
ATPaseインヒピターの細胞レベルでの生理的役割が見えてきた。
ATPaseインヒビターはこれまでの報告でATP合成は限害せず，F1FoATPase 
の逆反応，すなわち膜ポテンシャル消失時に起こるATP加水分解反応を阻害す
る因子として知られてきたが， ATP合成に参加する F1Fo分子数をATPaseイ
ンヒビターが制御するならば， ATPaseインヒビターのATP合成への関連およ
びF1FoのATP合成メカニズムが解明できると考えた。結果として，野生株酵
母ミトコンドリアと ATPaseインヒビター欠失株酵母ミトコンドリアの呼吸阻
害時におけるATP合成ノミターンに差はみられず， ATPaseインヒビターはATP
合成には関与していないことが明らかになったが， ATPaseインヒビターの
F1Foへの結合量が変化していることが明らかにされた。このことから ATP合
成中のF1FoにはATP合成に参加している活動型と， ATP合成を行っていない
休止型の2種類が混在しており， ATPaseインヒビターは選択的に休止型F1Fo
に結合していることを明らかにした。この考えによれば，化学浸透圧説の変更
なしに，さまざまな矛盾を説明できる。呼吸が半減してATP合成が半減するケ
ースで膜ポテンシャルが変化しないことからMitchelの化学浸透圧説が誤って
いるという Sorgatoらの主張は，呼吸の半減に伴いATP合成に参加する F1Fo
が半減することで説明できる。酸化的リン酸化におけるプロトン局在化説等の
奇妙な構造は考える必要はない。
呼吸が増加すれば膜ポテンシャルが上昇する傾向になるが，この傾向はそれ
まで休止していたF1FoがATP合成に参加することにより解消される。呼吸が
減少すると膜ポテンシャルが低下する傾向になるが，この傾向はそれまで活動
していたF1FoがATP合成を停止させることにより解消される。このため，ミ
トコンドリアは呼吸量に関係なく一定の膜ポテンシャル (160'"'-'170 m V)を維
持することが説明できる。さらに， F1Foは可逆的な酵素であり， ATPを分解す
ることにより膜ポテンシヤルを形成することも可能で、あるが，この回復値も 160
'"'-'170 m Vで、あった。このことは， ATP合成/分解の膜ポテンシャルには関値
が存在することを示し，ミトコンドリア F1Foは関値付近の膜ポテンシヤルで
ATP合成を行っているととも明らかになった。
しかし ATPaseインヒビターの存在により，膜ポテンシャルが何らかの原因
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で、関値以下になった場合， FIFoを阻害し， ATPの分解が起こらず，膜ポテンシ
ヤルが回復しない。すなわち，膜ポテンシャルの形成を犠牲にしてもATP量を
保持するように働く。このことは，ミトコンドリアレベルではなく，細胞レベ
ルにおいて，生存率の向上，さらに呼吸欠損変異発生を抑えるという生理的役
割を持つ重要な因子で、あることを意味している。
以上のように，本研究は酸化的リン酸化システムにおける FIFoATPaseの制
御機構に重要な新知見を与えるものと考えられ，その制御機構の解明に寄与す
るところが大きし酵素化学上興味ある結果である。
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